NK/T细胞淋巴瘤（NKTCL）是一类侵袭性强的非霍奇金淋巴瘤，在我国淋巴瘤患者中约占11%[@b1]，晚期或复发难治患者的5年总体生存（OS）率不足52%[@b2]。NKTCL的病因常与EB病毒（EBV）感染相关，也与c-Myc的过表达密切相关[@b3]。中药的有效成分苦参碱具有广泛的抗肿瘤活性，在白血病、多发性骨髓瘤、胃癌等疾病的治疗中具有良好的疗效[@b4]。然而，苦参碱抗淋巴瘤的确切分子机制目前仍不明确，在本研究中我们探讨苦参碱对NKTCL细胞株NK92细胞的增殖抑制作用及其分子机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞来源及主要试剂：人NK92细胞购自德国微生物菌种保藏中心，以含12.5%胎牛血清、12.5%马血清和10 µg/L IL-2的α- MEM培养基在37°C、5%CO~2~条件下培养。苦参碱购自南京泽朗医药科技有限公司，高效液相色谱法鉴定纯度为98%，以α-MEM培养基配成储存液备用。MTT购自美国Amresco公司，亚胺环己酮和MG132购自美国Cayman Chemical公司，TRIzol购自美国Invitrogen公司，逆转录试剂盒HiScriptⅡ Q RT reagent kit和定量PCR试剂盒ChamQ™ SYBR qPCR Master Mix kit购自南京诺唯赞公司。c-Myc抗体和LMP1抗体购自美国Abcam公司，磷酸化c-Myc（Ser62）抗体购自美国CST公司，钙/钙调素依赖激酶Ⅱγ亚基（CaMKⅡγ）抗体购自苏州Abgent公司，β-actin抗体购自杭州Dawen公司。

2．MTT法检测细胞增殖抑制率：收集对数生长期的NK92细胞，调整细胞密度为4×10^5^/ml，接种到96孔板中。加入不同终浓度的苦参碱（0.125、0.250、0.500、1.000、2.000、4.000 mmol/L），对照组加入等体积的培养基，同时设置仅有培养基而无细胞的空白对照组。每组设置6个复孔，放入培养箱中分别孵育24、48、72 h，随后加入MTT溶液继续孵育4 h，然后以1 000×*g*离心10 min，弃掉各孔内的液体，每孔加入150 µl DMSO，振荡10 min后于酶标仪上测定490 nm处的吸光度（*A*）值，根据以下公式计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率（%）=（*A*~对照组~−*A*~实验组~）/（*A*~对照组~−*A*~空白组~）×100%。药物的半数抑制浓度（IC~50~）值通过GraphPad Prism软件计算。

3．Western blot法分析第62位丝氨酸磷酸化c-Myc\[p-c-Myc（Ser62）\]、CaMKⅡγ和EBV LMP1的表达：NK92细胞以2.5×10^5^/ml的密度接种于6孔板中，处理组加入1.96 mmol/L的苦参碱，对照组只加入等体积的培养基，两组细胞在细胞培养箱中孵育48 h。收集细胞，用RIPA细胞裂解液提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白样品的浓度。采用SDS-PAGE行蛋白质电泳，电转法将蛋白从胶转移到PVDF膜上，用50 g/L脱脂奶粉溶液室温封闭PVDF膜1 h，TBST缓冲液洗膜3次。加入对应的一抗溶液，4 °C孵育PVDF膜过夜，TBST缓冲液洗膜3次，与辣根过氧化物标记的二抗在室温下孵育1 h。TBST缓冲液洗膜4次，加入ECL工作液，利用化学发光成像（Odyssey Fc）系统拍照并自动分析蛋白条带的灰度值。

4．亚胺环己酮追逐法分析c-Myc蛋白半衰期变化：NK92细胞以7.5×10^5^/孔接种到6孔板中，处理组加入1.96 mmol/L苦参碱，对照组加入等体积的培养基。两组细胞在细胞培养箱中孵育12 h，加入100 mg/L亚胺环己酮（蛋白质合成抑制剂），在不同时间点（0、25、50、75、100 min）收取细胞样品。Western blot法分析c-Myc和β-actin的蛋白表达情况。利用Odyssey Fc系统对蛋白条带拍照并自动分析蛋白条带的灰度值，c-Myc蛋白的相对表达量以c-Myc灰度值与内参β-actin灰度值的比值表示。以加入亚胺环己酮前（0 min）的c-Myc蛋白含量作为100%，其他时间点c-Myc蛋白含量与0 min时c-Myc蛋白含量的比值作为剩余c-Myc百分含量。以亚胺环己酮处理时间为X轴，剩余c-Myc百分比为Y轴，应用GraphPad Prism软件作出指数衰减曲线并自动计算出c-Myc蛋白的半衰期。

5．MG132阻断法分析c-Myc蛋白降解的蛋白酶体依赖性：NK92细胞以5×10^5^/孔接种到6孔板中，然后将细胞分成4组：苦参碱组（1.96 mmol/L）、MG132组（10 µmol/L）、联合组（1.96 mmol/L苦参碱+10 µmol/L MG132）和对照组，加入对应终浓度的药物或不含药物的等体积培养液。各组细胞在细胞培养箱中孵育6 h，收集细胞样品，Western blot法分析c-Myc和β-actin的蛋白表达情况。

6．实时荧光定量PCR（RT-qPCR）分析c-Myc、Max、Miz-1、Mad和LMP1基因的转录表达：NK92细胞以7.5×10^5^/孔接种到6孔板中，将细胞分为4组：1.2、2.4、3.6 mmol/L苦参碱组和对照组，苦参碱组加入对应浓度苦参碱，对照组加入不含药物的等体积培养基。4组细胞在细胞培养箱中孵育24 h后收集细胞，按TRIzol试剂说明步骤抽提各组细胞总RNA，逆转录生成cDNA，两步法行定量PCR。各基因的表达水平采用相对定量法（2^−ΔΔct^）计算，以β-actin作为内参。

7．统计学处理：采用GraphPad Prism软件进行统计学分析。近似服从正态分布的定量资料用*x*±*s*表示，组间比较采用方差分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．苦参碱对NK92细胞的增殖抑制作用：随着苦参碱作用浓度递增或作用时间延长，其对NK92细胞的增殖抑制率逐渐增加（[表1](#t01){ref-type="table"}）。苦参碱作用24 h、48 h和72 h的IC~50~值分别为（6.32±0.02）、（1.96±0.03）、（1.71±0.05）mmol/L。

###### 不同浓度苦参碱对NK92细胞的增殖抑制率（%，*x*±*s*）（样本量=6）

  作用时间   0.125 mmol/L   0.250 mmol/L   0.500 mmol/L   1.000 mmol/L   2.000 mmol/L   4.000 mmol/L
  ---------- -------------- -------------- -------------- -------------- -------------- --------------
  24 h       0.714±0.440    1.512±0.788    3.002±1.045    5.464±0.992    15.422±1.546   33.756±1.527
  48 h       2.134±0.876    4.140±0.967    7.988±1.445    13.770±1.788   49.532±2.492   90.104±1.110
  72 h       4.294±0.800    7.084±0.993    11.180±1.203   19.212±1.357   57.272±1.359   94.272±2.265

2．苦参碱对NK92细胞c-Myc、p-c-Myc（Ser62）、CaMKⅡγ和LMP1蛋白表达的影响：Western blot检测结果显示，苦参碱作用于NK92细胞48 h后，LMP1、CaMK Ⅱγ、p-c-Myc（Ser62）、c-Myc、p-c-Myc（Ser62）/c-Myc较对照组的相对表达量（实验重复3次）分别为0.481±0.025、0.691±0.095、0.634±0.042、0.702±0.030、0.884±0.038，差异均有统计学意义（*P*\<0.01）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），

![Western blot法分析苦参碱对NK92细胞c-Myc、p-c-Myc（Ser62）、CaMKⅡγ和LMP1蛋白表达量的影响](cjh-41-04-331-g001){#figure1}

3．苦参碱对NK92细胞c-Myc蛋白半衰期的影响：亚胺环己酮追逐法结果显示，对照组NK92细胞中c-Myc蛋白的半衰期为80.7 min，苦参碱组NK92细胞中c-Myc蛋白的半衰期为33.4 min，两者的差异有统计学意义（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![Western blot法分析苦参碱对NK92细胞c-Myc蛋白半衰期的影响\
1：0 min；2：25 min；3：50 min；4：75 min；5：100 min；A：对照组；B：苦参碱组](cjh-41-04-331-g002){#figure2}

4．苦参碱对NK92细胞c-Myc蛋白降解的蛋白酶体依赖性影响：蛋白酶体抑制剂MG132阻断法的结果显示，MG132单独处理NK92细胞后，c-Myc蛋白相对表达量约为对照组的0.533±0.052；苦参碱单独处理后，c-Myc蛋白相对表达量约为对照组的0.387±0.038；苦参碱联合MG132处理后，c-Myc蛋白相对表达量则恢复到对照组的0.544±0.059，与单独MG132处理组的差异无统计学意义（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![Western blot法分析MG132和苦参碱对NK92细胞c-Myc蛋白表达量的影响](cjh-41-04-331-g003){#figure3}

5．苦参碱对NK92细胞c-Myc、Max、Miz-1、Mad、LMP1基因转录的影响：RT-qPCR分析结果显示，苦参碱作用于NK92细胞24 h后，c-Myc基因的转录被抑制，其抑制程度随着苦参碱作用浓度的提高而增强。Max、Miz-1、Mad基因转录上调，其上调的程度与苦参碱的作用浓度成正比；EBV LMP1基因的转录未被苦参碱抑制，转录显著上调（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![实时荧光定量PCR法检测苦参碱对NK92细胞c-Myc、Max、Miz-1、Mad、LMP1基因mRNA相对表达量的影响\
注：^a^与对照组相比，*P*\<0.05](cjh-41-04-331-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

我们前期研究发现苦参碱能抑制急性早幼粒细胞白血病细胞的增殖，并能诱导其凋亡[@b5]。本研究中，我们发现苦参碱抑制NKTCL细胞NK92的增殖，且具有明显的剂量和时间依赖性。

约45.4%NKTCL患者存在c-Myc转录因子过表达，c-Myc活化是NKTCL的重要发病机制之一[@b6]。本研究显示，苦参碱显著抑制了NK92细胞c-Myc基因的转录和翻译，表明c-Myc基因受抑可能是苦参碱抑制NK92细胞增殖的主要分子机制。苦参碱作用下，c-Myc蛋白的半衰期缩短，表明c-Myc蛋白结构的稳定性下降。c-Myc蛋白结构的稳定性是由第62位丝氨酸磷酸化（维持稳定）和第58位苏氨酸磷酸化（破坏稳定，促进降解）共同决定的[@b7]。苦参碱作用于NK92细胞后，p-c-Myc（Ser62）蛋白水平及在总c-Myc蛋白中所占比例均显著下调，表明苦参碱通过抑制p-c-Myc（Ser62）降低c-Myc蛋白结构的稳定性，从而加速其蛋白酶体依赖性蛋白降解。

CaMKⅡγ是p-c-Myc（Ser62）的蛋白激酶，在T细胞淋巴瘤患者中，CaMKⅡγ与c-Myc蛋白表达呈正相关[@b8]。本研究显示，苦参碱抑制了NK92细胞CaMKⅡγ蛋白的表达，抑制程度与磷酸化c-Myc的下调程度同步，提示苦参碱通过抑制CaMKⅡγ表达下调c-Myc磷酸化，进而破坏c-Myc蛋白的稳定性，加速其降解。

c-Myc与Max蛋白结合后才能发挥增强转录作用，而Mad和Miz-1均能抑制c-Myc的活性[@b9]。本研究发现，苦参碱处理NK92细胞后，c-Myc基因的转录被抑制，同时Mad和Miz-1基因的转录被增强，提示c-Myc的功能受到进一步抑制。

c-Myc是EBV LMP1的靶基因[@b10]，苦参碱处理NK92细胞后，LMP1蛋白表达显著下调，但其基因的转录水平却显著上调，提示苦参碱通过调控特定微小RNAs阻遏LMP1基因的翻译，导致LMP1蛋白水平下降，进而导致其下游靶基因c-Myc的转录和表达受抑。

综上，苦参碱通过抑制LMP1的表达抑制c-Myc的转录，通过抑制CaMKⅡγ的表达破坏c-Myc蛋白的结构稳定性，通过增强Mad和Miz-1的表达抑制c-Myc功能活化。苦参碱有望成为治疗NKTCL的有效补充方案。
